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Представлены экспериментальные данные по разработке методики качествен-
ного и количественного определения короткоцепочечных жирных кислот: уксусной, 
масляной, изомасляной, валериановой, изовалериановой и капроновой в биологиче-
ских жидкостях организма. 
Разработка методики осуществлялась на модельных смесях с использованием 
метода капиллярной газожидкостной хроматографии с пламенно-ионизационным 
детектированием, апробация на биологических объектах – в сыворотке крови. 
Ключевые слова: короткоцепочечные жирные кислоты, газожидкостная хро-
матография, качественный и количественный анализ.
ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время микрофлора ки-
шечника считается самостоятельным орга-
ном с собственными функциями, которая 
оказывает существенное влияние на под-
держание гомеостаза организма [1,2]. Сре-
ди различных метаболитов анаэробных 
бактерий микрофлоры особое место зани-
мают короткоцепочечные жирные кислоты 
(КЦЖК). Их роль велика: КЦЖК участву-
ют в секреции слизи, регуляции ионного 
обмена в толстой кишке, блокируют адге-
зию и угнетают рост патогенной и услов-
но-патогенной флоры, принимают участие 
в липидном, углеводном и энергетическом 
обменах [3]. Причем у различных кислот 
метаболические эффекты различаются. 
Например, ацетат участвует в поставке 
субстратов липогенеза и энергообеспече-
нии эпителия, а также обеспечивает анти-
микробный эффект, регулирует уровень 
рН, моторную и секреторную активность 
кишечника [2]. Пропионат регулирует 
микроциркуляцию в слизистой оболочке 
и поддерживает в ней трофические про-
цессы, участвует в глюконеогенезе, бло-
кирует адгезию патогенов к эпителию [3]. 
Бутират является важным фактором регу-
ляции пролиферации и дифференцировки 
эпителия толстой кишки, чем объясняется 
ее антиканцерогенная активность [4]. Та-
ким образом, продукция КЦЖК собствен-
ной микрофлорой является одним из важ-
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ных механизмов саморегуляции ее роста и 
жизнедеятельности.
Кроме того, в последнее время ука-
зывается на возможность использования 
качественного и количественного соста-
ва КЦЖК различных биологических сред 
организма в качестве диагностического и 
прогностического критерия при различ-
ных патологиях желудочно-кишечного 
тракта [1,2]. 
В настоящее время основными мето-
дами качественного и количественного 
определения КЦЖК являются методы тон-
кослойной [5] и газовой хроматографии [6-
9], наиболее эффективным является метод 
газожидкостной хроматографии с исполь-
зованием капиллярных колонок. В связи 
с этим целью работы являлась разработка 
методики количественного определения 
КЦЖК в биологических средах организма.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследова-































































203оС) кислот маркировки ч. и х.ч.; мо-
дельные смеси исследуемых кислот; сыво-
ротку крови практически здоровых людей, 
полученную в лаборатории УЗ «Могилев-
ский областной онкологический диспан-
сер» (договор о сотрудничестве № 11755).
Стандартные растворы готовили сле-
дующим образом: навеску вещества около 
0,3 г (с точностью 0,0001 г) помещали в 
мерную колбу вместимостью 50 см3 и до-
водили до метки очищенной водой (рабо-
чий раствор 1), полученная концентрация 
кислот составляла около 6 мг/см3. Точную 
концентрацию рабочих растворов 1 уста-
навливали с помощью кислотно-основно-
го титрования сильным основанием в при-
сутствии индикатора фенолфталеина. На 
основе рабочего раствора 1 путем разбав-
ления готовили рабочие растворы 2 необ-
ходимой концентрации от 0,01 до 0,05 мг/
см3. Приготовленные стандартные раство-
ры хранили при температуре 2-8оС в тече-
ние 10-15 дней. Стандартные растворы ис-
пользовали для приготовления модельных 
смесей и калибровки хроматографа. 
Для отработки параметров экстракции 
и хроматографирования использовали мо-
дельные смеси исследуемых кислот. Мо-
дельные смеси готовили в соответствии с 
содержанием КЦЖК в сыворотке крови в 
норме [1]. Концентрацию уксусной кис-
лоты варьировали в пределах от 0,05 до 
0,50 мг/см3; концентрации масляной, изо-
масляной, изовалериановой и капроновой 
кислот варьировали в пределах от 0,01 до 
0,05 мг/см3. 
КЦЖК хорошо растворяются как в 
воде, так и в органических растворителях, 
но для получения очищенных от посторон-
них примесей проб с целью последующе-
го хроматографического анализа предпо-
чтительно переводить их в органический 
слой. 












х.ч. и кислоту хлористоводородную (НСl) 
х.ч. Пробоподготовку осуществляли сле-
дующим образом: пробу жидкого образца 
объемом 4 см3 помещали в градуирован-
ную пробирку со шлифом, добавляли 2 см3 
6 н. раствора хлористоводородной кислоты 
и 0,6 см3 бутилацетата и экстрагировали в 
течение 15-20 минут, используя лаборатор-
ный встряхиватель. Затем оставляли про-
бу на 5-10 минут до полного расслоения 
водной и органической фазы и отбирали 
микрошприцем 5 мкл верхнего эфирного 
слоя для хроматографирования. 
Пробы из сыворотки крови готовили 
следующим способом: в 2 пробирки от-
бирали по 2 см3 сыворотки и добавляли 
по 2 см3 физраствора, в одну из пробирок 
добавляли 0,5 см3 стандартного раство-
ра изомасляной кислоты с концентрацией 
0,5 мг/см3. После чего в каждую пробирку 
добавляли по 2 см3 6н. хлористоводород-
ной кислоты и 0,6 см3 бутилацетата. Время 
экстрагирования 15-20 мин с использова-
нием лабораторного встряхивателя. Затем 
оставляли пробу на 5-10 минут до полного 
расслоения водной и органической фазы и 
отбирали шприцем 5 мкл верхнего эфир-
ного слоя для анализа. 
Качественное и количественное опре-
деление КЦЖК осуществляли при помо-
щи метода капиллярной газожидкостной 
хроматографии. Измерения проводили на 
хроматографе ГАЛС-311 в изотермическом 
режиме с пламенно-ионизационным де-
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тектированием. Разделение смеси кислот 
осуществлялось в кварцевой капиллярной 
колонке OPTIMA FFAP (производитель 
«Macherey-Nagel») длиной 30 м и внутрен-
ним диаметром 0,25 мм, неподвижная фаза 
– пленка сополимера полиэтиленгликоля с 
2-нитротерефталевой кислотой; толщина 
пленки – 0,25 мкм. 
Хроматографический анализ прово-
дили при следующих условиях: темпера-
тура термостата 150оС, температура ис-
парителя и детектора 190оС. Расход газа-
носителя составлял 90 см3/мин, водорода 
– 30 см3/мин, воздуха – 300 см3/мин. Ввод 
пробы осуществлялся с делением пото-
ка газа-носителя (коэффициент деления 
1:30).
Полученные хроматограммы обрабаты-
вали с помощью компьютерной программы 
МультиХром 1.5. Идентификацию компо-
нентов на хроматограммах осуществляли, 
сравнивая времена удерживания компонен-
тов смеси со временами удерживания инди-
видуальных чистых веществ в стандартных 
растворах. Количественный анализ прово-
дили методом стандартной добавки по пло-
щади пика определенного компонента с ис-
пользованием формул 1 и 2. 
, мг/см3,          (1)
где m
st
 – масса стандартной добавки, мг;
V
n




 – площадь пика, принятого за стан-




 – площадь пика, принятого за стан-
дарт, на хроматограмме до добавления 
стандарта.
,          (2)
где S
i2
 – площадь пика определяемого 
компонента на хроматограмме смеси, в ко-
торую был введен стандарт;
S
i1 
– площадь пика определяемого ком-
понента на хроматограмме исходной смеси;
K
i 
– относительный поправочный коэф-
фициент для определяемого компонента.
Условия калибровки и анализа смесей 
были идентичны.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Как видно из полученных результатов, 
хроматографические параметры разделения 
анализируемых веществ можно считать хо-
рошими (рисунок 1). При малой продолжи-
тельности времени анализа (не превышает 8 
минут) отсутствует наложение пиков, соот-
ветствующих отдельным кислотам, а влия-
ние на их форму и площадь пика раствори-
теля несущественно, что может обеспечить 
Рисунок 1 – Хроматограмма модельной смеси короткоцепочечных жирных кислот
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высокое число производимых анализов. 
Короткое время анализа также обеспечива-
ет малое размывание пика, происходящее за 
счет размывания зоны вещества во времени 
и пространстве, и которое является источни-
ком возможных ошибок при количествен-
ном определении. Это позволяет обходиться 
без программирования температуры при вы-
полнении измерений, что также увеличивает 
их производительность. 
Для определения относительных по-
правочных коэффициентов были приго-
товлены серии растворов с концентрацией 
уксусной кислоты от 0,05 до 0,5 мг/см3, 
остальных кислот от 0,01 до 0,05 мг/см3, 
после чего проводили определение КЦЖК 
описанным выше способом. На основании 
полученных данных были построены за-
висимости площади пика от концентрации 
кислоты в растворе (рисунок 2).
Рисунок 2 – Зависимость площади пика (мВ*сек) от концентрации 
масляной кислоты (мг/см3)














c , m g/cm 3
Для всех выбранных кислот были по-
лучены аналогичные зависимости и про-
ведена их обработка с целью определения 
относительных поправочных коэффициен-
тов каждой кислоты. Основные параметры 
разделения исследуемых кислот приведе-
ны в таблице 1.
Результаты определения короткоцепо-
чечных жирных кислот в сыворотке крови 
представлены в таблице 2.
Таблица 1 – Параметры разделения короткоцепочечных 


















Уксусная 2,612 0,988 1,012 0,979
Изомасляная 3,323 8,063 0,124 0,969
Масляная 3,881 14,913 0,067 0,985
Изовалериановая 4,333 19,320 0,052 0,971
Валериановая 5,270 18,374 0,054 0,993
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследова-
ний разработана методика качественного и 
количественного определения короткоце-
почечных жирных кислот методом капил-
лярной газожидкостной хроматографии; 
определены параметры разделения КЦЖК 
на модельных смесях и в сыворотке крови 
(коррелируют между собой). Содержание 
КЦЖК в сыворотке крови составило: для 
уксусной – 0,145 мг/см3; для изомасляной 
– 49 мкг/см3; изомасляной, изовалериано-
вой, капроновой – 2,6-3,1 мкг/мл, что соот-
ветствует данным, приводимым в научной 
литературе для практически здоровых лю-
дей.
Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что предложенный нами 
метод позволяет проводить качественное 
и количественное определение КЦЖК в 
сыворотке крови с высокой степенью чув-
ствительности и точности.
Эксперименты проводились на базе 
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SUMMARY
V.A. Sedakova, A.V. Klebanov, 
A.N. Osipenko, N.A. Klebanova
DETERMINATION OF SHORT-CHAIN 
FATTY ACIDS IN BIOLOGICAL 
OBJECTS BY GAS-LIQUID 
CHROMATOGRAPHY
Experimental data on methods of qualita-
tive and quantitative determination of short-
chain fatty acids in biological liquids of an 
organism are shown. 
Development of a technique carried out 
on the model mixtures using the method of 
capillary gas-liquid chromatography with 
Таблица 2 – Качественный состав и количественное содержание короткоцепочечных 











Уксусная 2,602 0,230 0,250 0,145
Изомасляная 3,324 0,273 0,090 0,049
Масляная 3,875 0,082 0,076 0,0031
Изовалериановая 4,303 0,137 0,131 0,0026
Валериановая 5,153 - - следы
Капроновая 7,394 0,149 0,144 0,0028
flame ionization detection, testing for biologi-
cal objects - in the blood serum.
Keywords: short-chain fatty acids, gas-
liquid chromatography, qualitative and quan-
titative analysis.
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